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摘要 :;【 目的 】 筛 选 鉴 定西 花药 马 Franiklinella ocicdentalis 体内 与 番茄 环 纹 斑点 病毒 (tomato zonate 
spot virus, TZSV) NSs 蛋白 互 作 的 介 体 因子 。【 方 法 】 利 用 酵母 双 杂 交 技 术 筛 选 与 TZSV NSs 互 作 的 
西 花 公 马 蛋 和 白 ; 进 行 序列 分 析 鉴 定 后 ,将 捕获 的 蛋 和 白 与 NSs 基因 回转 到 酵母 细胞 ,利用 营养 缺陷 型 
培养 基 鉴 定 蛋白 互 作 情况 。 再 利用 GST Pull-down 技术 验证 TZSV NSs 5 x dh 4$ 9S je $3 RS 
体外 互 作 关系 。【 结 果 】 构 建 了 TZSV NSs W SEHE 32e 3E 187 32 pGBKT7-NSs ,确定 了 诱饵 质 粒 对 
酵母 AH109 细胞 无 毒性 ,并 且 无 自 激 活活 性 。 序 列 分 析 发 现 与 TZSV NSs Z4 t 98 36 9j 9j 4 A 
类 电压 依赖 性 阴离子 通道 (voltage-dependent anion-selective channel-like, VDAC) o HA W $ Ir E 
示 TZSV NSs 5 9 jt 8j Z; VDAC 在 酵母 细胞 内 存在 特异 性 互 作 。GST Pull-down 结果 表明 TZSV NSs 
5 98468] Z; VDAC 在 体外 存在 相互 作用 。 【结论 】 通 过 酵母 双 杂 交 和 GST Pull-down 技术 ,分 别 在 
BAA Zu JE, A ed SESS T TZSV NSs fe 9$ je 8| VDAC 存在 特异 性 互 作 。 这 些 结果 有 助 于 揭示 西 
15,8] Z; VDAC pe 到 蕊 持久 传 毒 的 机 制 ,为 忠 传 病毒 病 的 防治 提供 理论 基础 。 
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Abstract: [ Aim] To screen and identify the protein interacting with the tomato zonate spot virus 
( TZSV) NSs protein in the western flower thrips, Franiklinella ocicdentalis. [ Methods] The protein in 
F. ocicdentalis interacting with. TZSV NSs was screened by yeast two-hybrid technique. After sequence 
analysis, the captured protein and NSs genes were cotransformed into yeast cells, and their interaction 
was identified by nutrient. deficient medium. | Furthermore, GST Pull-down was used to confirm the 
interaction of NSs and the identified protein in F. ocicdentalis in vitro. [Results] pGBKT7-NSs, a yeast 
two-hybrid bait plasmid of TZSV NSs, was constructed, and it showed no toxicity and no autoactivition to 
AH109 yeast cell. 
( VDAC) protein of F. ocicdentalis interacted with TZSV NSs. The cotransformation test results showed 
that there was a specific interaction between TZSV NSs and VDAC in yeast cell. The GST Pull-down 
results showed that there was interaction between TZSV NSs and VDAC in vitro. [ Conclusion] The 


Sequence analysis showed that a voltage-dependent anion-selective channel-like 


specific interaction between TZSV NSs and F. ocicdentalis VDAC was confirmed in yeast cell and in vitro 
by yeast two-hybrid and GST Pull-down techniques, respectively. The results are helpful to reveal the 
mechanism of the protein VDAC regulating the transmission of persistent-propagative plant viruses in F. 
ocicdentalis and provide a theoretical basis for the prevention and control of insect-borne virus diseases. 


Key words: Franiklinella ocicdentalis; yeast two-hybrid; tomato zonate spot virus; NSs protein; VDAC 


A nh Fh X PE di Jg BE (tomato zonate spot virus, 
TZSV) 是 在 云南 省 发 现 的 布 尼 亚 病 毒 科 
( Bunyaviridae ) d Jj DEZ JA Bg Jg Orthotospovirus 暂 定 
种 ,该 病毒 侵 染 危害 烟草 Nicotiana tabacum, 15 Hi 
Lycopersicon esculentum RAI Capsicum annuum FIRE. 
开 等 重要 经 济 作物 ,近年 来 有 回 云 南 周 边 地 区 扩散 
e SERES Dong et al., 2008) 。TZSV 侵 染 寄主 植 
株 后 ,呈现 出 典型 的 番茄 斑 奢 病毒 属 细 胞 病理 特征 ， 
病毒 粒子 分 布 于 感染 植物 细胞 的 细胞 质 中 , 呈 球 形 ， 
Fi — ESBESR EE GL SECRET THOSE BOOK , 十 径 约 
85 nm, FA 9X T AWSERLT ETE] GERE. THIS 
染 该 病毒 后 ,新 叶 首 和 完 出 现 黄 色 同 心 环 纹 或 环形 市 
状 褪 绿 斑点 ,之 后 由 黄斑 转 杰 为 术 斑 , 叶 上 出 现 黄 
化 .凋零 ,造成 整 叶 或 半 叶 呈 红 褐色 坏死 。 感 病 植株 
Ve ZU E MFA Pa. "pH MCI BEER AAETA 
( Dong et al., 2008; 赵 绕 分 和 王 小 兵 , 2012), BI 
近年 来 许多 学 者 对 TZSV 的 病原 生物 学 进行 了 广泛 
的 研究 ,明确 了 病毒 的 地 理 分 布 症状、 病原 性 质 、 细 
胞 病理 学 等 诸多 问题 ,但 对 TZSV 编码 蛋白 与 寄主 
植物 和 介 体 昆虫 蛋白 互 作 机 制 仍然 知之 其 少 ,尤其 
对 该 病毒 在 植物 体内 的 复制 增殖 、 运 动 、 致 病 等 作用 
机 制 以 及 与 寄主 互 作 相关 人 研究 欠缺 。 

TZSV 病毒 是 一 种 RNA 病毒 ,其 基因 组 由 3 条 
RNA 链 组 成 , 即 ssRNA-L, ssRNA-M 和 ssRNA-S 
( Elliot, 1990; German et al., 1992) 。 其 中 ,ssRNA-L 























是 反问 负 义 链 , 编码 依赖 RNA 的 RNA RA 
( RARP) (de Haan et al., 1991 ) ; FÆ 20 世纪 70 年 
代 ,RdRP 就 在 病毒 中 被 发 现 ,大 多 数 的 RNA 病毒 
都 编码 RARP, 主要 参与 病毒 基因 组 的 复制 mRNA 
合成 .RNA 重组 等 过 程 。RdRP 在 病毒 复制 中 起 着 
至 关 重 要 的 作用 。ssRNA-M 编码 非 结构 生日 NSm 
( Kormelink et al., 1993) ;由 RNA-M 正义 链 编 码 的 
JETE A NSm 是 唯一 一 种 布 尼 亚 病 毒 科 其 他 动 
物 病毒 所 不 能 编码 的 和 集 日 ,被 认为 是 Orthotospovirus 
适应 植物 的 结果 (Li et al., 2009), Kormelink 等 
(1994) 首次 提取 和 纯化 了 NSm ,利用 免疫 标记 等 方 
法 证 明了 NSm 参与 了 病毒 的 胞 间 运 动 (cell-to-cell 
movement) o ssRNA-S wth dEZ5 FJ 4& F4 NSs( de Haan 
et al., 1990) , TZSV -XE3Z pi fij RFA FRE 7; IN 
传播 。 本 课题 组 前 期 调查 发 现 ,在 TZSV 感染 作物 
发 病 区 Pies Franiklinella ocicdentalis 为 优势 种 
BE ub, eS AU Eg su Franiklinella palmi Ig, 
kikti Franiklinella shculetzi( FERH, 2008 ; Xp 
-Emps 2015). 

NSs 是 ssRNA 正 链 编码 的 非 结 构 蛋 日 ,最 初 被 
认为 是 病毒 的 致 病因 子 ,该 重 日 在 植物 体内 表达 能 
够 增强 病症 表 型 (Kormelink et al., 1991)。Takeda 
告 (2002) 上 前 次 用 农 杆 阔 共 温润 实验 证 实 了 番 妆 斑 
ZE JA RE ( tomato spotted wilt virus, TSWV ) NSs ÆA X 
基因 沉默 抑制 子 。 近 年 来 的 研究 显示 NSs 可 能 在 病 
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毒 复制 .转录 过 程 中 起 重要 作用 (Oliveira et al., 
2011; Margaria et al., 2014) 。 而 关于 TZSV NSs 在 
病毒 与 介 体 昆虫 互 作 中 发 挥 的 具体 功能 和 机 制 尚 不 
清楚 。 本 人 研究 利用 酵母 双 林 交 系 统 , 以 TZSV 非 结 
TIEA NSs WAHE HA , fiie Vu £e nj s PR PAJ Ej NSs 
互 作 的 介 体 和 蛋白 。 通 过 对 互 作 介 体 因子 进行 生物 信 
县 学 分 析 ,推测 其 在 病毒 与 介 体 昆 虫 互 作 过 程 中 可 
能 具有 的 生物 学 功能 ,为 深入 了 解 TZSV 致 病 特 征 
及 病原 与 介 体 昆虫 的 互 作 机 制 提供 依据 。 








1 材料 与 方法 


1.1 材料 与 试剂 

本 实验 室 感染 TZSV 和 TSWV 毒 株 采 自 云南 元 
识 , 经 分 离 纯 化 获得 的 病毒 汁 液 雄 擦 接种 到 本 氏 烟 
Nicotiana benthamiana , 感 病 植 株 叶 片 保存 于 超低温 
冰箱 作为 毒 源 。 西 花 葡 马 的 cDNA 文库 由 湖南 省 农 
业 科 学 院 植物 保护 人 研究 所 人 馈赠。 大 上 肠 丁 机 
Escherichia coli DH5a 为 本 实验 室 人 保存。 克隆 载体 
pEASY-T1 , TransStart8. Top Taq DNA RS Hä. High 
Pure dNTPs, 10 x Taq Buffer 和 琢 脂 糖 等 试剂 购 目 
TransGen Biotech 有 限 公 司 ; 质 粒 小 提 试 剂 盒 .酵母 
质粒 提取 试剂 盒 溶 壁 酶 购 日 天 根 生化 科技 (北京 ) 
有 限 公 司 ;TRIzol 购 目 Invitrogen 公司 ; 反 转 录 试 剂 
HiScript 1st Strand cDNA Synthesis Kit I H Vazyme 
Biotech 有 限 公 司 ;DNA 限制 性 内 切 酶 .营养 缺陷 型 培 
jt Ak. Jí A dE A JE, Yeastmaker Carrier DNA 
Denatured | TA DNA 3E TZ ATI Ek AHIO9 .pGADT7 
和 pGBKT7 质粒 等 试剂 购 目 宝生 物 工程 (大 连 ) 有 限 
公司 ; 胰 重 白 肛 和 酵母 提取 物 购 目 Oxoid Z d] ; $6 Æ) 
Hi HÆ DMSO) , HE Z, EE (PEG) | Wi R2 pH 
( LiAc) , X-a-Gal SANJI A Sigma 公司 ; 琢 脂 粉 购 
目 Difco 公司 ;其 余 试剂 为 国产 分 析 纯 (A. R. ) 。 
1.2 ”酵母 双 杂 交 诱 饵 质粒 的 构建 

YE 1.17525 0. 1 g RZ T TZSV. 的 本 氏 烟 样品 
ERAP EIE RUBY A , E FEA ERAI URS ISE 
HJ 1.5 mL 离心 管 中 , 加 入 1 mL Trizol, fl 215 127 ie 
5] ,然后 参考 Invitrogen 公司 Trizol 试剂 的 操作 方法 
提取 总 RNA; 根据 GenBank 已 登录 的 TZSV NSs 
(GenBank 登录 号 : KC133530. 1) 序列 设计 用 于 
PCR 扩 增 TZSV NSs 的 特异 引物 ,并 根据 酵母 表达 
载体 构建 的 要 求 ,在 上 游 引 物 和 下 游 引 物 分 别 加 入 
特定 的 酶 切 位 点 Nde | 和 BomHI( 表 1) ,引物 序列 
见 表 1。 以 提取 的 总 RNA 为 模板 ,NSs 基因 对 应 的 























3 ' 端 下 游 引 物 NSs-R 进行 反 转 录 合成 cDNA ,反应 体 
系 : RNA 2 pg, NSs-R 引物 (2 pmol/L)1 uL, 
ddH,O 至 8 nkL。 反 应 条 件 : 65% 加热 5 min ,放置 于 
UK EE 2 min, 加 入 2 xRT Mix 10 uL, HiScript® 
Enzyme Mix 2 uL, 50*C bzw 1 h,85?C AX 3f 5 min, 冰 
上 放置 即 为 获得 的 cDNA 模板 。 最 后 以 cDNA 为 模 
Ti. ,利用 wss 基因 的 引物 (NSs-FANSs-R) 进行 PCR 
扩 增 获得 目的 基因 ,反应 体系 (50 uL): 10 x buffer 
5.0 uL, Top Taq DNA 聚合 酶 1.0 uL, dNTP Mix 
4.0 pL, NSs-F 和 NSs-R (2 pmol/L) 4 1. 0 uL, 
cDNA 模板 5.0 uL, ddH,O 33.0 uL, 反应 程序 : 
95C 预 变性 $ min; 95?C 变性 30 s, 58?C 退火 30 s, 
72*C 延伸 1.5 min, 430 个 循环 ; 72% 延伸 10 min, 
PCR 产物 经 1% Js Be Bas e E UKRE ,进行 胶 回 收 
并 纯化 。 将 PCR 产物 割 胶 回 收 后 与 克隆 载体 
pEASY-TI 连接 ,转化 至 大 肠 杆 阔 DHSa 感受 态 细 
胞 , 涂 布 于 含有 50 ug/ml ARTAR LB Pik, E 
洛 PCR 及 序列 测定 获得 阳性 殉 隆 ,命名 为 pEASY- 
NSs, Hj Nde 【和 BamH I ^y 5 ii 45 Œ £H Ju hr 
pEASY-NSs 及 pGBKT7 载体 质粒 ,纯化 回收 后 , T4 
DNA 连接 酶 连接 ,转化 至 大 肠 杆 阔 DH5o 感受 态 细 
胞 , EAE SR DEE M ii 9 VS THES EH TAE v E , PRAE 
PCR 和 酶 切 鉴定 获得 诱饵 载体 的 阳性 克隆 ,命名 为 
pCBKT7-NSs。 将 上 述 获 得 的 质粒 送 往 擎 科 生 物 技 
术 有 限 公 司 进 行 测序 ,并 通过 NCBI 网 站 的 BLAST 
对 测序 结 采 进行 比 对 ,将 测序 结果 完全 正确 的 重组 
质粒 扩大 培养 并 保存 备用 。 
1.3 酵母 双 杂 交 诱 饵 载体 的 毒性 和 上 自 激 活检 测 

采用 酷 酸 锂 法 将 诱饵 表达 载体 pGBKT7-NSs 、 空 
载体 pGBKT7 (阴性 对 照 组 ) 分 别 转化 至 酵母 感受 态 
细胞 AH109 ,并 涂 布 于 SD/-Trp 上 ,30% 下 倒置 培养 
2~3d 后 ,观察 东沙 生长 情 次 。 同 样 采 用 酷 酸 锂 法 
T£ BH TE XT H8 ( pGBKT7-53/pGADTT7-T ) , PH PE XT HE 
( pGBKT7-Lam/pGADT7-T ) 以 及 | pGBKT7-NSs/ 
pGADT7-T 分 别 转化 至 酵母 细胞 AH109 内 ,并 涂 布 
T SD/-Trp/-Leu 培养 基 上 ,30%C 下 倒置 培养 2~3 d 
后 ,选取 单 克 隆 划 线 于 SD/-His/-Leu/-Trp/-Ade/X- 
a-Gal 和 SD/-His/-Leu/-Trp/-Ade 和 SD/-Trp/-Leu 
营养 缺陷 型 培养 基 上 ,30% 下 倒置 培养 2 ~3 d, WX 
并 比较 酵母 亢 洛 的 生长 状态 和 颜色 变化 ,判断 NSs 
BAXIR: AH109 细胞 是 否 有 毒性 和 目 激 活活 性 。 
1.4 酵母 双 杂 交 顺 序 转化 筛选 与 NSs HERES 
和 生物 信息 学 分 析 

采用 顺序 转化 法 和 中选 西 花 




















fiij cDNA 文库 中 与 
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NSs H. fE BJ 4& Ho T£ pGBKT7-NSs 转化 至 酵 
AH109 后 ,以 含有 pGBKT7-NSs 的 AH109 酵母 菌 制 
备 感 有 党 态 细胞 。 将 西 花 荀 马 的 cDNA 文库 质粒 转化 
至 含有 pGBKT7-NSs 的 AH109 酵母 阔 感 受 态 细胞 
中 , 涂 布 于 含有 2.5 mmol/L 3 氨基 -1 ,2,4 ZARE 
(3-AT) HS fif ve 3 Jr dk SD/-His/-Leu/-Trp 上 ,30%C 
倒置 培养 3 ~5 d 后 , 挑 取 SD/-His/-Leu/-Trp -3-AT 
平板 上 生长 的 单 尔 落 ,接种 于 SD/-Ade/-His/-Lev/- 
Trp/X-a-Gal 平板 培养 3 ~5 d ,观察 酵母 的 后 长 及 显 
色情 况 。 

挑 取 SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp/X-a-Gal 平板 上 
的 阳性 再 沙 , 加 入 到 含有 氮 休 青 霉 系 的 液体 SD/- 
Trp/-Leu 培养 基 中 , 置 于 30%C , 220 r/min 摇 床 培养 
24 h ,参考 酵母 质粒 小 量 提 取 试 剂 盒 说 明 书 提取 质 
粒 。 以 质粒 为 模板 ,pGADT7 载体 通用 引物 见 表 1。 
进行 PCR 扩 增 反应 ,分 析 pGADT7 载体 中 插入 片段 
的 大 小 并 排除 重复 元 隆 。 侈 弃 插 入 片段 小 于 500 bp 
的 质粒 ,其 余 转 化 至 大 肠 杆菌 DH5a 感受 态 细 胞 , 送 
交 公 司 测 序 。 根 据 友 列 信 息 分 析 插 入 片段 序列 , 参 
HE NCBI 数据 库 进 行 BLAST 分 析 , 找 到 同 源 友 列 , 统 
计 序 列 长 度 、 基 因 登 录 写 、 基 因 注 释 、 读 人 码 框 完整 性 、 
Eee — SUP EA fS BL, IZ Hei NSs 互 作 的 介 
REH o 
1.5 酵母 细胞 内 回转 验证 TZSV NSs 与 介 体 蛋白 
候选 因子 的 相互 作用 

将 类 电压 依赖 性 阴离子 通道 (voltage-dependent 
anion-selective channel-like, VDAC ) 全 长 基因 序列 构 
建 至 pGADT7 载体 进行 互 作 验证 。 根 据 GenBank 已 
Xx HY Vg 4E fij 2 VDAC ( GenBank 登录 号 : XM _ 
026416489. 1) 序 列 设 计 VDAC 的 特异 引物 ,并 根据 
酵母 表达 载体 构建 的 要 求 ,在 上 游 引 物 和 下 游 引 物 
分 别 加 入 特定 的 酶 切 位 点 Nde I FI BamH I ,引物 序 
列 见 表 1。 取 约 20 3c yu 4e tij , ERR S RNA ,并 
以 VDAC-R 为 特异 性 引物 进行 反 转录 ,获得 西 花 荀 
马 cDNA 模板 (RNA 提取 和 反 转 录 过 程 参 考 1.2 
435). U VDAC-F/VDAC-R 为 引物 ,PCR 扩 增 VDAC 
基因 ,反应 体系 和 反应 程序 同 1.2 市 。 将 扩 增 并 纯 
化 的 VDAC 基因 扩 增 序列 元 隆 到 pEASY-TI. 载体 
上 ,经 Nde | 和 BamH I US] 3I Bz SUERTE Ae A d 
体 pGADT7 ,获得 酵母 重组 表达 载体 pGADTT-VDAC 。 

将 pGBKT7-NSs 和 候选 因子 pGADT7-VDAC 共 
转化 至 酵母 AH109 感受 态 细 胞 , 涂 布 于 SD/-Trp/- 
Leu 平板 ,30%C 下 倒置 培养 ,下 至 克隆 阔 沙 出 现 , 牙 
ZREL SD/-Trp/-Leu 平板 上 生长 的 单调 洛 , 置 于 20 






































uL ddH, O rf , 即 为 初始 菌 液 浓度 10 , 按 4 个 浓度 梯 
FE(107', 107°, 10 ^ ft 1074) 对 初始 菌 液 进行 稀 
释 , 分 别 接种 于 SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade 平板 ,同时 
设置 阳性 对 照 组 (pGBKT7-p53ApGADT7-T) 阴性 对 
照 组 (pGBKT7-Lam/pGADT7-T) 、 空 载体 共 转 化 对 
HE ZH ( pGADT7/pGBKT7 ) 以 及 质粒 与 空 载体 共 转 化 
Xf Hà £H ( pGBKT7-NSs/pGADT7; pGADT7-VDAC/ 
pGBKT7) , 30C 倒置 培养 3 ~5 d 后 ,观察 酵母 的 生 
长 情况 。 
1.6 pGEX-4T-1-VDAC 和 pDESTI7-NSs 原核 表 
达 载 体 的 构建 

根据 GenBank E X& >k Hy yu jig hij $ VDAC 
(GenBank 登录 号 : XM 026416489. 1) 序列 设计 
VDAC 基因 引物 ,如 表 1 所 示 。 以 1.5 节 中 获得 的 西 
4E. fij Ij cDNA 为 模板 为 模板 ,PCR 扩 增 VDAC 基因 ， 
反应 体系 和 反应 程序 同 1.2 市 。 将 扩 增 并 纯化 的 
VDAC 基因 扩 增 序列 克隆 到 pEASY-TI. 载体 上 , 经 
kcoR 和 Xho 工 双 酶 切 后 连接 到 pGEX-AT-1 Cr 
GST 标签 蛋白 ) 表达 载体 ,获得 与 GST 融合 的 VDAC 
原核 表达 载体 pGEX4T-1-VDAC。 

利用 Gateway 技术 构建 重组 质粒 pDESTIT- 
NSs ,设计 引物 如 表 1 所 示 。 以 GW-TZSV-NSs-F/ 
GW-TZSV-NSs-R 为 引物 ,以 1.2 PARRY T 
TZSV 的 本 氏 烟 样品 cDNA 为 模板 ,PCR 扩 增 TZSV 
NSs 基因 并 纯化 回收 ,PCR 反应 体系 和 反应 条 件 同 
1.255, WHE TSWV NSs 基因 序列 (GenBank 登录 
号 : JF960235. 1) ,设计 TSWV NSs 引物 ,引物 见 表 
1。 提 取 感 染 TSWYV 植株 总 RNA ,以 GW-TSWV-NSs- 
R 为 特异 性 引物 , 反 转 录 获 得 cDNA (方法 同 1.2 
节 ), 以 GW-TSWV-NSs-F/GW-TSWV-NSs-R. 为 引 
W PCR 扩 增 TSWV NSs 基因 并 纯化 回收 ，PCR 反 
应 体系 和 反应 条 件 同 1.2 T. 

将 上 述 TSWV NSs 和 TZSV NSs 基因 的 PCR [nl 
收 产 物 分 别 与 pDONR221 混合 进行 BP 重组 反应 ， 
反应 体系 : PCR 产物 1.5 uL, pDONR221 质粒 0.5 
uL, BP 重组 酶 0.5 kL ,充分 混 匀 后 离心 , 置 于 257 
金属 洽 中 反应 1 h, ETE RE v DH5o 感受 态 细 
胞 ,分 别 获得 来 源 于 TZSV 和 TSWYV 的 重组 入 门 质 
粒 载 体 pDONR221-NSs, 并 与 原核 表达 载体 
pDEST17( 带 有 His 标签 ) 进行 LR 重组 反应 ,反应 体 
系 : pDONR221-NSs 质粒 0. 5 uL, pDEST17 质粒 
0.5 uL, BP 重组 酶 0.5 uL, ddH,O 1 uL, TONES 
后 离心 , 置 于 25 人 金属 浴 中 反应 过 夜 ,转化 大 肠 杆 
DH5a 感受 态 细 胞 ,分 别 获得 来 源 于 TZSV 和 TSWV 
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表 1 引物 信息 

Table1 Primers used in this study 
引物 引物 序列 (5' -3 ) 引物 用 途 
Primer Primer sequence Primer use 
NSs-F CGCATATGATGTCTACTGCAAAGATATCTGC 诱饵 质粒 的 构建 
NSs-R CGGAATTCCTAAGCAGTTTGAACCTTTTCC Construction of bait plasmid 
AD-F TAATACGACTCACTATAGGGC 鉴定 互 作 和 蛋白 
AD-R AGATGGTGCACGATGCACAG Identification of interactive proteins 
VDAC-F CGCATATGGCCCCTCCATCATACA VDAC 酵母 表达 载体 的 构建 
VDAC-R CGGAATTCTTATGTTGAGAACTCGAGAGC Construction of expression vector in yeast of VDAC 
VDAC-GST-F CGCTCGAGATGGCCCCTCCATCATAC 
VDAC-GST-R 


CGGAATTCTTATGTIGAGAACTCGAGAGCA 


GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGTCTACT 


GW-TZSV -NSs-F 
GCAAAGATATCT 


GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGTAGCAGTTTGAAC 


GW-TZSV -NSs-R 
CTTTTCCT 


构建 原核 表达 载体 


Construction of prokaryotic expression vector 


GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGTCTTCA 


GW-TSWV -NSs-F 
AGTGTTTATGAGTC 


GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGTTTTTGATCCTGA 


GW-TSWV -NSs-R 
AGCATATGCTT 


下 划 线 序列 分 别 为 Nde 1 FI BamH I 345] FE 21] ; JE YR ZX F9] 43 37g EcoR I I Xho I 343? Y] Underlined sequences are the recognition sequence 
of Nde | and BamH [ , respectively. Wavy lined sequences are the recognition sequence of EcoR | and Xho | , respectively. 





的 重组 质粒 pDEST17-NSs。 重 组 质粒 经 测序 验证 序 
列 正确 后 ,分 别 转化 到 大 肠 杆 菌 BL21( DE3 ) 感受 态 
细胞 , 氨 玉 短 系 培养 基 淀 选 ,获得 pDEST17-NSs RH 
性 菌落 。 
1.7 西 花 葡 马 VDAC, TZSV NSs 和 TSWV NSs 
融合 蛋白 的 诱导 表达 

pGEX-4T-1-VDAC 和 分 别 来 源 于 TZSV 和 
TSWV 的 pDESTI7-NSs 质粒 转化 大 肠 杆 菌 BL21 
(DE3) 感 受 态 细胞 , 挑 取 单 菌落 ,分 别 接种 于 100 
mg/L Amp 和 50 mg/L Kan 的 LB 液体 培养 基 中 培 
养 ,0.5 mmol/L IPTG se XB SE. Ea 
REIA , 重 悬 于 PBS ER HAE D, ER 沉淀 及 
对 照样 品 (pGEX-4T-1 空 载体 , 仅 表达 GST 蛋白 ) xt 
fT SDS-PAGE 电泳 分 析 。 
1.8 GST Pull-down 技术 验证 NSs 蛋白 与 VDAC 
蛋白 的 相互 作用 

p] A A peH A X0 H8 v8 4B ( glutathione 
sepharose 4B) 的 纯化 柱 中 加 入 重 白 结合 缓冲 液 (50 
mmol/L Tris-HCl, pH 7.4, 100 mmol/L NaCl) ,平衡 
5 个 柱 体 积 。 加 入 1.7 节 原 核 表 达 的 VDAC-GST 大 
肠 杆菌 裂解 液 ,以 表达 GST 蛋白 的 菌 裂 解 液 作 为 对 
照 。 放 置 于 4%C 水 平 振 荡 仪 上 充分 振荡 2~4 bh 后 ， 
用 预 冷 的 PBS 缓冲 液 冲 洗 5 ~8 次 , 弃 挥 非 结 合 
FLRIZERR Elo H 1.7 5 NSs-His A ESSE HN SUR 
f p. CE ETRAS RC SE TI Jes ) 分 别 加 入 结合 GST- 














VDAC ÆHF GST EAA PEHARI Wt AB 悬浮 
液 中 。 同 时 设 TSWV 的 NSs 为 对 照 和 蛋白, 同样 4%C 
水 平 振荡 仪 上 绥 慢 振 沪 2 ~4 h, PBS 冲洗 5 ~8 次 ， 
TIEA TRE, VR UP (50 mmol/L Tris-HCl, 
pH 7.4, 10 mmol/L NaCl, 10 mmol/L 还 原 性 谷 胱 甘 
肽 ) 洗 脱 纯化 柱 ,收集 样品 ,用 于 SDS-PAGE 和 Pull- 
down 实验 分 析 。 用 抗 His 抗体 检测 VDAC-GST 和 
NSs-His 的 互 作 情 况 。 抗 GST 抗体 检测 VDAC-GST 
和 CST 表达 情况 。 


2 结果 


2.1 酵母 双 杂 交 诱 饵 载体 pGBKT7-NSs 

以 TZSYV 侵 染 植株 总 RNA 反 转 录 后 的 cDNA 为 
模板 ,PCR 扩 增 TZSV NSs。 如 图 1 所 示 , 获 得 1 380 
bp 的 特异 性 户 段 ,与 预期 TZSV NSs 片段 大 小 一 致 。 
扩 增 产物 构建 至 pEASY-TI 克隆 载体 ,获得 pEASY- 
NSs,Z$ Nde [/BamH 工 双 酶 切 验证 ,得 到 3 928 bp 
的 载体 片段 和 1 380 bp 的 TZSV NSs 片段 ,插入 片段 
大 小 与 目的 基因 大 小 一 致 (图 2: A)。 通 过 Nde 工 / 
BamH | 双 酶 切 pEASY-NSs 和 pGBKT7 , 将 TZSV 
NSs 构建 至 酵母 表达 载体 pGBKT7 上 , 双 酶 切 鉴定 ， 
得 到 7 300 bp 左右 的 载体 片段 和 1 380 bp 的 TZSV 
NSs 片段 (图 2: B) ,测序 结果 分 析 无 误 , 表 明成 功 
构建 了 酵母 表达 载体 pGBKT7-NSs。 
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图 1 PCR 扩 增 TZSV NSs 
Fig. 1 PCR amplification product of TZSV NSs 
M: Trans2K Plus [[ DNA marker; 1 -4: PCR 产物 PCR products. 


2.2 TZSV NSs 蛋白 对 酵母 AHIO9 细胞 毒性 和 自 
激活 活性 
比较 转化 有 诱饵 载体 pCBKT7-Nss 及 空 载体 


M 1 2 


A 


pGBKT7 的 酵母 AH109 细胞 ,发 现 两 组 凋落 均 为 日 
色 或 柠 色 , 旦 大 小 、 数 量 均 匀 一 致 (图 3) ,表明 NSs 
蛋白 表达 对 酵母 AH109 细胞 无 毒性 。 比 较 分 别 转 
化 有 pGBKT7-NSs/pGADTT7-T, 阳性 载体 pGBKT7- 
p53/pGADT7-T, 以 及 阴性 载体 pGBKT7-Lam/ 
pGADT7-T 的 酵母 AH109 细胞 在 SD/-His/-Leu/ 
-[rp/-Ade/X-a-Gal , SD/-His/-Leu/-Trp/-Ade 和 SD/ 
-Trp/-Leu 培 养 基 上 的 生长 情况 , 发现 转 化 有 
pGBKT7-NSs/pGADT7-T Bj SF AH109 细胞 仅 在 
SD/-Trp/-Leu 培养 基 上 生长 (图 4: C) ,而 阳性 质粒 
都 能 够 在 上 述 3 种 培养 基 上 生长 (图 4: A-C), 并 
在 SD/-His/-Leu/-Trp/-Ade/X-a-Gal 培养 基 上 显现 
蓝 色 (图 4: A) ,表明 NSs 重 日 在 AH109 细胞 内 无 
目 激 活活 性 。 以 上 结果 表明 可 用 酵母 双 杂 交 区 选 与 
TZSV NSs 4& A Hf ER PE 4E ET. 











B 


图 2 pEASY-NSs 克隆 质粒 (A) 和 pGBKT7-NSs 重组 质粒 (B) 的 双 酶 切 鉴定 
Fig. 2 Double enzyme digestion of the cloning plasmid pEASY-NSs ( A) and the recombinant plasmid pGBKT7-NSs (B) 
M: Trans2K Plus I DNA marker; 1: pEASY-NSs 克隆 质粒 的 酶 切 产 物 Restriction enzyme digestion product of the cloning plasmid pEASY-NSs; 2: 
pEASY-TI 克隆 质粒 的 酶 切 产 物 Restriction enzyme digestion product of the cloning plasmid pEASY-TI ; 3: pGBKT7 质粒 的 酶 切 产 物 Restriction 
enzyme digestion product of the plasmid pGBKT7; 4, 5; pGBKT7-NSs 重组 质粒 的 酶 切 产 物 Restriction enzyme digestion product of the recombinant plasmid 


pGBKT7-NSs. 





图 3 pGBKT7-NSs 诱饵 质粒 对 AH109 酵母 细胞 的 毒性 
Fig. 3 Toxicity of the bait plasmid pGBKT7-NSs 
to AH109 yeast cells 
A: pGBKT7-NSs 在 SD/-Trp 培养 基 上 的 生长 情况 Colony growth of 
pGBKT7-NSs on the medium SD/-Trp; B: pGBKT7 在 SD/-Trp 培养 
基 上 的 生长 情况 Colony growth of pGBKT7 on the medium SD/-Trp. 


2.3 ”酵母 双 杂 交 筛 选 与 TZSV NSs H4 H A É 
马 蛋白 

T4 Pu de sj cDNA 文库 质粒 转化 到 含有 诱 乌 
质粒 pGBKT7-NSs 的 AH109 感受 态 细胞 ,观察 击 
沙 生 长 及 变 蓝 情况 (图 5$)。 挑 取 苦 落 生 长 状况 变 
HAY BERE EMA SACS HERE AR HJ SD/-Trp/-Leu 
液体 培养 基 中 扩 繁 并 提取 酵母 质粒 ,PCR 鉴定 
cDNA 插入 片段 的 大 小 。 将 扩 增 大 于 500 bp BE 
母 质 粒 转化 至 大 肠 杆 阔 细 胞 ,测序 并 进行 BLAST 分 
析 。 通 过 序列 比 对 发 现 阳 性 克隆 主要 为 YDAC( 约 
1 000 bp) (GenBank 登录 号 : XM. 026416489. 1) ) 和 
缺失 突变 3 FP JJ RER VDAC-M 基因 ( £^j 600 
bp) (Kl 6) , 
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K|4 pGBKT7-NSs SH JURE AH109 EEBEZIDIRLIS] H cina 
Fig. 4  Autoactivation of the bait plasmid pGBKT7-NSs to AH109 yeast cells 
A; SD/-His-Leu-Trp-Ade/X-a-Gal; B; SD/-His-Leu-Trp-Ade; C; SD/-Leu-Trp. +: 阳性 对 照 Positive control pGBKT7-53/pGADT7-T; - : 阴性 对 
H& Negative control pGBKT7-Lam/pGADT7-T; a: pGBKT7-NSs/pGADTT7-T. 


的 相互 作用 ,本 研究 将 pGBKT7-NSs 和 pGADT7- 
VDAC 重新 共 转 化 酵母 AH109 感受 态 细胞 , 涂 布 平 
板 ,发 现 pGBKT7-NSs/pGADT7-VDAC 实验 组 及 阳性 
对 照 组 的 酵母 生长 情况 较 好 (图 7: A, C) ,其 他 对 
照 组 酵母 没有 生长 迹象 (网 7: B, D -了 )。 这 表明 了 
西 花 葡 马 VDAC 蛋白 和 TZSV NSs 在 酵母 中 存在 相 
B TERI, 
2.5 GST Pull-down 体外 验证 NSs 5 A 1E Sij Ej 
VDAC 的 相互 作用 

GST Pull-down 结果 显示 ,在 VDAC-GST 和 NSs- 





图 5 PES cDNA 文库 质粒 转化 含有 诱饵 质粒 
pGBKT7-NSs 的 AH109 酵母 细胞 的 培养 物 
Fig. 5 Culture of the transformation of cDNA library 


plasmid of Franiklinella ocicdentalis into AH109 yeast His 共同 沉 泻 组 中 检测 到 条 囊 , 与 预计 重 白 大 小 一 
cells containing the bait plasmid pGBKT7-NSs 4 s fi POE EE 2H ZR | 8] Z& ni ( Fe] 8) ,说 明 TZSV 


的 NSs-His 能 够 与 VDAC-GST 在 体外 结合 ,而 不 能 

2.4 ”酵母 细胞 内 TZSV NSs 与 西 花 葡 马 VDAC 的 。 与 阴性 对 照 GST 结合 ,同时 证 明 VDAC-GST 不 能 够 
相互 作用 与 阴性 对 照 TSWV 的 NSs-His 结合 。 由 此 得 出 西 花 萄 
为 了 进一步 验证 TZSV NSs 和 西 花 葡 马 蛋白 VDAC 马 VDAC 与 TZSV 的 NSs 存在 体外 特异 性 相互 作用 。 
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图 6 酵母 双 杂 交 筛 选 西 花 萄 马 cDNA 文库 中 阳性 克隆 质粒 的 PCR 鉴定 
Fig. 6 PCR identification of positive clones in cDNA library of Franiklinella ocicdentalis obtained 





by yeast two-hybrid screening 
VDAC: 类 电压 依赖 性 阴离子 通道 Voltage-dependent anion-selective channel-like. VDAC-M; 缺失 突变 $" 端 序 列 的 VDAC 突变 体 The 5'terminal 
deletion mutant of VDAC. M: Trans2K Plus [| DNA marker; 1 -5, 7, 9-11, 13-15; VDAC-M; 6,8, 12; VDAC. 
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图 7 pGBKT7-NSs fll pGADT7-VDAC 共 转 化 AH109 
酵母 细胞 的 培养 物 
Fig. 7 Culture of the cotransformation of pGBKT7-NSs 
and pGADT7-VDAC into AH109 yeast cells 

A: 阳性 对 照 Positive control ( pGBKT7-p53/pGADT7-T) ; B; 阴性 
对 照 Negative control ( pGBKT7-Lam/pGADT7-T) ; C: pGBKT7- 
NSs/pGADT7-VDAC; D: pGBKT7/pGADT7-VDAC; E: pGBKT7- 
NSs/pGADT7; F: pGBKT7/pGADT7. VDAC: 类 电压 依赖 性 阴 离 


子 通道 Voltage-dependent anion-selective channel-like. 


Pull-down 
His-TZSV -NSs 十 一 
His-TSWV-NSs 一 十 一 
GST-VDAC 十 十 一 
GST 三 三 


3 讨论 


本 研究 成 功 构 建 了 NSs 和 蛋白 的 酵母 诱饵 表 达 载 
I pGBKT7-NSs , 用 酵母 双 杂 交 系 统 从 西 花 蓟 马 
cDNA 文库 中 初步 肇 选 到 与 NSs 互 作 的 介 体 和 蛋白 类 
电压 依赖 性 阴离子 通道 (VDAC)。 为 了 进一步 确定 
NSs 和 VDAC 之 间 相 互 作 用 ,本 研究 通过 GST Pull- 
down 技术 对 TZSV NSs 与 VDAC 的 相互 作用 进行 了 
体外 验证 。 大 肠 杆 菌 内 IPTG 诱导 VDAC-GST 和 对 
HE GST 和 蛋白 ,并 纯化 后 捕获 NSs-His EA , DER £e 
SDS-PAGE 和 Pull-down 分 析 结 果 表 明 ,TZSV NSs 与 
VDAC 和 蛋白 在 体外 存在 相互 作用 。VDAC 是 一 种 具 
有 高 度 保守 性 的 线粒体 外 膜 孔 状 重 白 ,也 是 一 种 具 
有 电压 依赖 性 和 阴离子 选择 性 的 般 入 蛋白 ,通常 具 
有 B- 折 著 构 成 的 跨 膜 结构 ,由 10 个 氨基 酸 组 成 , 广 
泛 地 存在 于 真 核 生物 中 (Schuljz，2000; Godbole et 
al., 2003) , VDAC 位 于 线粒体 的 外 膜 ,是 线粒体 代 
谢 物 进出 的 屏障 ,控制 线粒体 与 其 他 部 分 的 交互 作 
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图 8 GST Pull-down 验证 TZSV NSs 与 西 花 效 马 VDAC 的 体外 互 作 关系 


Fig. 8 


Interaction in vitro between TZSV NSs and VDAC of Franiklinella ocicdentalis verified by GST Pull-down 


Pull-down; Pull-down 4E F4 Pull-down protein; Input: JA fF ES AEH Total protein from cell extracts of Escherichia coli. +: HNF Interactive; - : dE 


HNE Non-interactive. 


用 ,在 线粒体 膜 上 形成 亲 水 性 通道 ,控制 着 线 粒 体内 
物质 的 进出 ,维持 线粒体 的 稳 态 ,VDAC 的 异常 则 会 
引起 线粒体 功能 的 蒜 乱 (Bay and Court，2002 ) 。 
VDAC 的 表达 水 平 升 高 或 是 降低 均 可 使 线粒体 功能 
受到 影响 ,在 细胞 生存 中 起 着 重要 作用 ( Abu-Hamad 
et al., 2006; Shoshan-Barmatz et al., 2010) 。 例 如 ， 
Vander-Heiden 55 ( 2000 ) f£ -Ù 3€ 3) W PR AI AULO E KB 
A FI Co E P ES Az E cs JUL 28 5] T, [8] ESTE 00] e 
VDAC 表达 的 下 降 。Sampson 55 (2001) 研究 发 现 ， 


PBR I VDAC 基因 的 雄性 小 鼠 的 精子 细胞 活力 明 
显 下 降 。VDAC 下 调 导 致 细胞 凋 亡 的 机 制 沿 不 清 
楚 , 推 测 可 能 原因 是 VDAC 的 减少 抑制 线粒体 功 
能 ,导致 线粒体 膜 通 透 性 发 生 改 变 ,释放 蛋白 如 细胞 
色素 C、Smac/Diablo .细胞 凋 亡 因子 等 最 终 导 致 凋 亡 
( Green and Kroemer, 2004) 。 

除了 调节 线粒体 的 代谢 和 能 量 功 能 外 , VDAC 
似乎 是 各 种 细胞 存活 和 细胞 死亡 信号 的 汇聚 点 ,这 
些 信 号 由 其 与 各 种 配 体 和 和 蛋白质 的 关联 介 导 ( 戴 琼 
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艳 和 段 满 林 , 2015) 。 例 如 , 脑 神 经 药物 多 巴 胶 可 使 
神经 细胞 线粒体 VDAC 的 mRNA 表达 水 平 及 蛋白 
表达 水 平 降低 , ATP 水 平 也 降低 ,诱导 调 亡 发 生 
(Premkuar and Simantov, 2002) 。 因 此 推测 ,VDAC 
与 TZSV NSs 的 互 作 关系 成 正 相 关头 系 ,VDAC 的 下 
调 可 能 会 导致 细胞 的 凋 亡 。 故 VDAC 与 TZSV NSs 
互 作 机 制 有 竺 进一步 研究 ,这 不 但 有 助 于 揭示 TZSV 
NSs 的 分 子 作 用 机 制 ,也 能 为 研究 VDAC 的 生物 学 
ZI BE SR E AE ili o 
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